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草根 部 促 生 菌 的 筛选 及 其 促 生 效应 
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摘 要 :本 研究 采用 巨 菌 草根 部 为 主要 研究 材料 ， 进 行 巨 菌 草 促 生 菌 的 筛选 ， 并 测定 促 生 菌株 
的 促 生效 应 。 以 解 磷 、 固 氮 和 产 IAA 等 为 筛选 标准 ， 对 初 得 菌株 进行 多 项 促 生 能 力 的 测定 ， 
通过 形态 观察 、 生 理 生 化 特性 和 16S r DNA 序列 同 源 性 分 析 对 促 生 效果 最 好 的 菌株 YB-07 
进行 分 类 和 鉴定 。 分 别 测定 其 促 生 能 力 后 ， 从 中 筛选 出 促 生 效应 强 的 11 个 菌株 进行 盆栽 试 
验 , 通过 对 这 些 菌 株 单独 回 接 和 多 菌 混 接 的 小 麦 盆 栽 试 验 测定 了 其 对 小 麦 的 促 生 效应 。 从 巨 
菌 草 根部 分 离 得 到 了 101 株 促 生 菌 株 ， 分 类 鉴定 结果 显示 菌株 YB-07 归属 于 根瘤 菌 属 
(Rhizobium)， 其 溶 磷 量 为 20.1 mg*L'、 产 IAA 量 为 23.7 mg。L 且 同 时 具有 产 所 能 力 。 盆 栽 
试验 的 测定 结果 表明 : 多 菌 混 合 接种 对 小 麦 的 促 生 效应 在 株 高 、 干 重 、 鲜 重 和 叶绿素 含量 
较 对 照 组 分 别 增加 了 24.49%、31.84%、28.06% 和 34.14% 。 单 菌 接种 对 小 麦 对 促 生 在 株 高 、 
干 重 、 鲜 重 、 和 叶绿素 含量 上 较 对 照 组 分 别 增加 了 13.54%、20.45%、16.84% 和 35.19% 。 所 
筛选 到 的 菌株 具有 良好 的 促 生 长 作用 , 能 为 进一步 构建 巨 菌 草 促 生 菌 菌 群 提供 良好 的 种 质 资 
源 。 
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Abstract: In this study, the root of the Pennisetum sinese was used as the main research material, 
screening of growth-promoting strains from Pennisetum sinese, and explore the growth-promoting 
effects of growth-promoting strains. We used the following criteria as the screening criteria for the 
determination of multiple growth-promoting capacities of primary strains:the ability to solubilize 
phosphorus, the ability to fix nitrogen, the ability to produce IAA. Then, we identified 
physiological and biochemical characteristics and 16S r DNA sequence homology analysis. The 
strains with excellent overall performance were screened out and used for a pot experiment with a 
single inoculation and multi-microbe mixed inoculation to determine its growth promoting effect. 
101 strains were isolated from the roots of the Pennisetum sinese, and the growth-promoting 
ability was measured. Among them, the strain with excellent overall performance was YB~07, 
which had a phosphorus content of 20.1 mg。L Lu an IAA yield of 23.7 mg°L’, and an ability to 
produce ammonia at the same time. The results of pot experiment showed that the effect of 
multi-microbe mixed inoculation on wheat growth increased by 24.49%, 31.84%, 28.06% and 
34.14% in the height, dry weight, fresh weight and chlorophyll content, respectively. Single 
bacteria inoculation increased the plant height, dry weight, fresh weight, and chlorophyll content 
by 13.54%, 20.45%,16.84% and 35.19%, respectively, compared with the control group. The 
selected strain has good growth promoting effect, can provide a good resource for the further 
construction of the Pennisetum sinese flora promoting bacteria. 

Keywords: Pennisetum sinese, promoting bacteria, screening, growth promoting effect, pot 


experiment 
巨 菌 草 (Pennisetum sinese ) 隶 属 禾 本 科 狼 尾 草 属 ， 多 年 生 ， 适 宜 在 热带 、 亚 热带 、 温 带 
长 和 人 工 栽培 。 巨 菌 草 是 2005 一 2007 年 间 由 福建 农林 大 学 菌 草 研究 所 在 南非 引进 的 品种 ， 
因 其 在 当地 生长 时 植株 特别 高 大 , 因此 将 其 暂 命名 为 巨 菌 草 ,后 经 鉴定 其 与 国内 其 他 狼 尾 草 
略 有 差别 ， 现 正在 申报 新 品种 认定 。 巨 菌 草 属 典 型 的 C4 植 物 ， 其 植株 高 大 ， 株 高 一 般 为 3~5 
; 抗 逆 性 强 ， 产 量 高 ， 粗 蛋白 和 糖分 含量 高 ( 林 兴 生 等 ，2013)。 植 物 内 生 菌 在 现今 植物 微 
生物 学 、 微 生物 学 应 用 研究 领域 中 ， 已 经 占据 了 越 来 越 重 要 的 位 置 ， 主 要 归功 于 其 具有 很 多 
有 痊 的 生物 学 特性 , 如 内 生 细 菌 具有 增加 宿主 溶 磷 (王丽萍 等 , 2015) 、 分 泌 呀 唆 乙 酸 (IAA) 
( 罗 菲 等 ，2011) 、 同 氮 (Webster et al., 1997) 等 促进 植物 生长 的 作用 。 目 前 为 止 ， 巨 菌 草 
己 经 用 于 香 茹 、 黑 木耳 等 多 种 食 药 用 菌 的 栽培 (王丽萍 等 ，2015) ， 但 对 巨 菌 草 的 研究 大 多 
集中 在 抗 寒 、 抗 碱 、 抗 盐 、 抗 时 等 方面 ( 林 兴 生 等 ，2013; 王丽萍 等 ，2015)。 

自从 在 延安 地 区 实施 “退耕 还 林 还 草 工程 ”以 来 , 采取 封山育林 措施 ， 畜 牧 业 养殖 模式 由 
传统 的 “ 散 养 型 改 为 "圈养 型 ”， 结 果 导 致 饲 草 短缺 已 成 为 制约 延安 地 区 畜牧 业 发 展 的 瓶颈 。 
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因此 ， 为 解决 饲 草 短缺 、 成 本 高 及 “ 治 沟 造 地 工程 ”土壤 改良 问题 ，2012 年 延安 大 学 科研 人 


员 从 国家 菌 草 工程 研究 中 心 成 功 引种 


巨 阔 草 到 延安 市 , 经 过 这 几 年 的 试验 和 示范 , 已 经 成 功 


推广 3 万 亩 ， 促 进 了 当地 畜牧 业 的 发 展 。 但 目前 研究 仍 处 于 起 步 阶段 ， 关于 巨 菌 草 内 生 菌 的 


研究 鲜 有 报道 。 鉴 于 此 ， 本 研究 以 巨 菌 草 作为 试验 材料 ， 从 中 筛选 出 具有 促 生 效应 的 内 生 细 
菌 菌 株 ， 并 采用 单 菌 接 种 和 多 菌 混合 接种 的 方法 ,通过 盆栽 试验 结果 ,测定 所 第 菌株 的 促 生 


效应 , 以 期 为 进一步 开发 植物 促 生 菌 提供 种 质 资源 及 延安 地 区 巨 菌 草 高 效 规范 化 管理 与 示范 
推广 提供 参考 。 

1 材料 与 方法 

1.1 材 料 


1.1.1 巨 菌 草根 部 样品 的 采集 及 前 期 处 理 


巨 菌 草 根部 样品 从 延安 大 学 全 园 


温 保藏 ，48 h 内 处 理 完 。 
1.1.2 盆栽 试验 土壤 来 源 及 处 理 


用 于 盆栽 试验 的 土壤 采集 自 延 安 大 学 的 后 山 ， 采集 完成 后 ， 灭 苦 袋 装 好 带 回 实 验 室 。 


巨 阔 草 示范 基地 采集 , 采用 五 点 采样 法 , 选择 生长 性 状 


良好 、 无 病害 症状 的 健康 巨 菌 草 植株 体 根部 样品 80 个 ， 用 灭 菌 袋 包装 带 回 实验 室 。4 °C 低 


Pra 


筛子 (5 mm) 筛 除 土壤 中 大 颗粒 的 土壤 、 沙 石 ， 植 物 的 根 和 未 完全 腐烂 的 落叶 、 枝 条 等 杂 


质 。 处 理 好 后 的 土壤 装 入 塑料 盆 中 竺 用， 塑料 盆 直 径 为 12 cm， 每 盆 装 入 土壤 1.5 kg， 待 用。 


1.1.3 供 试 培养 基 


(1) LB 培养 基 : 蛋白 肛 10 g，NaCl 10 g， 酵 母 膏 5 g， 蒸 馏 水 1 000 mL，PpH 7.0。 


(2) PDA 培养 基 : 马铃薯 200 g， 和 葡萄 糖 20 g， 琼 脂 15~20 g， 蒸 馏 水 1 000 mL， 自 
然 pH。 
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(3) 阿 须 贝 (Ashby) 培 养 基 : 葡萄 糖 或 甘露 醇 10.0 g, KH2PO4 0.2 g, MgSO4.7H2O 0.2 g， 
NaCl 0.2 g，CaSO4.2H2O 0.1 g，CaCO3 5.0 g， 琼 脂 15~20 g，H2O 1 000 mL, pH 7.0。 


(4) 解 磷 细菌 培养 基 : NaCl 0.3 g, MgSO4:7H20O 0.3 g，MnSO4.4H2O 0.03 g, KC10.3 g， 
(NH4)2SO4 0.5 g，FeSO4.7H2O 0.03 g，Caa(PO4)2 5.0 g, 其 糖 10 g, 琼脂 15~20 g, H2O 1 000 
mL, pH7.0~7.5。 

(5) NA 培养 基 : 牛肉 谨 3 g， 蛋 白 腑 10 g，NaCl 5 g， 芒 糖 10 g， 琼 脂 15 g， 蒸 饮水 
1 000 mL, pH 7.0。 

(6) 产 IAA 培养 基 : KH2PO4 0.5 sg， 酵母 膏 1 g， 甘 露 醇 10 g，MgSO40.2 g，NaCl 0.1 
g， 色 和 氨 酸 100 mg， 蒸 馏 水 1 000 mL，pH 6.8~7.2。 


1.2 方法 
1.2.1 样品 的 表面 消毒 


将 巨 菌 草 根部 用 自来水 将 残留 在 根部 样品 表面 的 残留 土 冲洗 干净 , 用 吸水 纸 吸 干 根部 表 
面 的 水 。 接 着 将 根部 样品 浸泡 在 浓度 为 75% 的 乙醇 中 ， 温 泡 2~3 min， 无 菌 ddH2O 冲洗 3 
次 ， 灭 菌 的 吸水 纸 吸 干 后 ， 将 根部 样品 浸泡 在 浓度 为 0.1% 的 HgCl 溶液 中 ， 浸 泡 时间 为 3 
min, 取出 立即 用 无 菌 ddH2O 冲洗 6 次 , 确保 消毒 剂 的 无 残留 。 将 最 后 一 次 冲洗 的 无 菌 ddH2O 
涂 布 到 同样 的 培养 基 上 用 于 检测 根部 样品 的 表面 消毒 是 否 彻底 ( 王 志 勇 等 ，2014)。 


1.2.2 促 生 菌 株 得 选 


将 表面 消毒 彻底 的 巨 菌 草根 部 样品 截 成 约 1 cm 的 小 段 ， 根 段 放 入 筛选 培养 基 中 ， 培 养 
基 包 括 PDA 培养 基 ， 产 IAA 培养 基 ，Ashby 培养 基 和 人 解 磷 培养 基 等 ， 于 28+1 °C 恒温 静 置 
培养 3~5 d。 待 培养 基 中 有 可 见 菌落 时 ， 挑 取 周 围 菌 落 移入 相应 培养 基 纯 化 ， 并 进行 菌落 形 
态 描述 、 编 号 和 置 于 4°C 冰箱 中 备用 。 将 最 后 一 次 冲洗 的 无 菌 水 涂 布 于 培养 基 上 作为 对 照 ， 
于 恒温 静 置 培养 ， 检 验 表面 消毒 是 否 彻底 。 


1.3 促 生 能 力 测 定 


1.3.1 紫 外 分 光 光 度 计 法 测定 叫 唆 乙酸 含量 


筛选 获得 的 菌株 接 入 PDA 培养 基 中 ， 在 180 r/min、28 °C 的 条 件 下 摇 床 上 培养 48 h。 
培养 后 各 取 3 mL 的 菌 液 ，10 000 remin” 离心 8 min， 取 离心 好 的 上 清 液 1 mL， 并 加 入 2 mL 
的 Salkowski’s (10.8 mol:L 1H2SO4 含 4.5g 的 FeCl3) 反 应 液 。 在 上 暗 处 静 置 混合 反应 30 min。 
测定 OD sonm 的 值 ， 使 用 标准 品 绘制 标准 曲线 。 将 测 得 的 数值 代入 标准 曲线 获得 产 嘻 噪 乙 
酸 的 含量 。 用 去 离子 水 作为 对 照 处 理 ( 田 宏 等 ，2005)。 
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1.3.2 钼 蓝 比 色 法 测定 处 理 液 中 的 磷 含 量 


分 别 取 配置 好 的 50 hgemL- 的 含 磷 标 准 液 各 0、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、 
4.0 mL， 分 别 置 于 20 mL 具 塞 试管 中 ， 分 别 加 蒸馏 水 至 6 mL， 再 加 入 1 moL*L" 的 硫酸 溶 
液 2mL，2 mL 铁 钼 酸 试剂 ， 混 匀 。 静 置 15 min 以 后 ， 用 比 色 严 在 分 光 光 度 计 OD sonm 波 
长 处 测定 吸光 度 。 用 所 得 数据 绘制 标准 曲线 ， 以 测 出 的 吸光 度 通 过 标准 曲线 方程 计算 待 测 样 
品 溶 液 的 磷 含 量 ( 张 祥 胜 ，2008)。 


1.3.3 产 氨 能 力 测定 


将 待 测 菌株 接种 到 NA 培养 基 中 ， 置 于 180 remin!、28 °C 的 条 件 下 摇 床 培养 48h， 取 

100 pL/5 mL 接种 于 阿 须 贝 液体 培养 基 内 ， 以 接种 无 菌 水 为 对 照 ， 每 处 理 3 个 重复 ， 置 于 

28 °C 恒温 培养 ,7 d 后 对 比试 验 组 与 对 照 组 的 浑浊 情况 ， 明 显 浑浊 为 阳性 。 即 为 有 固氮 活 

性 ( 王 娜 娜 ，2010; Zahoor et al., 2017)。 另 将 待 测 菌株 接 入 蛋白 膝 (10 geL") 培养 液 的 试 
中 ， 加 入 0.5 mL Nessler’s 试剂 ， 出 现 黄 褐色 沉淀 的 为 产 NH3 阳性 反应 (王刚 等 ，2009) 。 
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1.4 菌 株 的 鉴定 


1.4.1 培养 特征 观察 


将 菌株 YB-07 采用 平板 划 线 法 接种 于 NA 培养 基 中 ，28 °C 培养 1~2 d， 观 察 并 记录 单 
菌落 特征 。 


1.4.2 生 理 生 化 鉴定 


将 菌株 YB-07 进行 革 兰 氏 染 色 、 甲 基 红 测定 、V-P 测定 、 演 粉 水 解 、 叫 吹 试 验 、 油 脂 
水 解 和 明胶 水 解 试 验 。 试 验 测定 方法 及 初步 鉴定 方法 参考 《微生物 学 实验 兴 蔡 信之 和 黄 君 红 ， 
2010) 。 


1.4.3 16S rDNA 序列 测定 及 系统 发 育 树 分 析 


测定 初 筛 菌 的 促 生 能 力 后 ， 选 择 具有 多 种 促 生 效应 的 优势 菌株 YB-07 进行 鉴定 。 对 菌 
株 YB-07 16SrDNA 基因 片段 进行 PCR 扩 增 和 测序 ， 获 得 GenBank 登录 号 后 ， 运 用 MEGA 
6.06 软件 ， 选 用 邻接 法 (Neighbour-Joining) 构建 系统 发 育 树 ， 分 析 菌 株 的 系统 发 育 学 特征 
(张磊 等 ，2017; 张 苗 苗 等 ，2017)。 


1.5 盆栽 试验 
1.5.1 小 麦 种 子 处 理 


本 试验 采用 小 麦 (品种 : 陕 优 225 号 ) 进 行 盆栽 试验 , 将 陕 优 225 小 麦 种子 先 用 冷水 预 浸 
4~6 hh, 捞 出 再 用 52~55 °C 温水 浸 1~2 min, 使 种 子 温 度 达 到 50 °C, 迭出 后 放 入 56 "C 温 
水 中 ， 漫 泡 5 min 取出 ， 用 凉水 冷却 后 影 干 播种 。 


1.5.2 促 生 菌 


采用 划 线 接种 的 方法 测试 
又 接种 于 PDA 培养 
菌株 间 无 持 抗 作 月 


生长 ， 则 


1.5.3 接种 菌 剂 的 第 


株 间 亲 和 性 测试 


RE 


备 


基 上 ， 放 入 恒 
日 ， 则 可 以 玮 


菌株 之 间 是 否 存 在 持 抗 作 } 
，28 "C 培养 2~3 d。 
‖ 作 复合 菌 悬 液 进行 试验 。 


j， 将 待 测 的 促 生 菌株 分 别 两 两 交 
若 两 两 交 义 划 线 处 菌株 能 正常 


将 选取 的 促 生 菌 菌株 接种 于 LB 液体 培养 基 中 ， 在 25 *C、180 remin 的 条 件 下 培养 48 


h。 各 取 培 养 物 装 入 3 mL 离心 管 中 ，10 000 remin 离心 10 min， 弃 上 清 液 ， 加 入 生理 
其 中 多 菌 混合 引 


1 mL 佣 


| 备 成 菌 


悬 液 ， 并 按 表 1 


的 设计 方法 〈 


产 IAA 混合 组 及 固氮 、 深 磷 与 产 IAA 混合 组 ) 处 理 后 ， 
的 LB 液体 培养 基 中 ， 于 28 *C，160 rmin 7 


接种 于 灭 菌 后 
剂 。 


加 


株 编号 


No. of strains 


NI1 
N2 
N3 
Pl 
P2 
P3 
N+P 


PY 


NPY 


CK 


1.5.4 接种 处 理 


每 次 选取 5 粒 饱 满 ， 大 小 均 勺 的 小 麦 种 子 ) 
每 个 处 理 设 3 个 习 


表面 3~5 cm。 


盐水 


溶 磷 、 


包括 固氮 、 深 磷 混 合 组 ; 
分 别 取 1.2 mL (2.0x10? 个 mL1) 
培养 2~3 d， 即 可 获得 菌株 接种 


表 1 接种 菌 剂 的 处 理 


Table 1 Treatments of microbial inoculum 


菌株 处 理 


Strain treatment 


N-02 
N-01 
YB-07 
NP-01 
NP-02 
NP-03 


混合 菌 剂 1: N-02、 


NP-01 


接种 量 处 理 
Inoculation volume processing 
(2.0x10? 个 mL 
1.2 mL 
1.2 mL 
1.2 mL 
1.2 mL 
1.2 mL 
1.2 mL 
0.6 mL、0.6 mL 


Mixed bacteria agent 1: N-02、NP-01 


混合 


不 | 


剂 2: 


0.3 mL、0.3 mL、0.3 mL、0.3 mL 


YB-07、YB-08、YB-09、YB-10 


混合 菌 剂 3: N-01、 


Mixed bacteria agent 2: 


YB-07、YB-08、YB-09、YB-10 


N-01、 


空白 对 照 


N-02、NP-01 
Mixed bacteria agent 3: 


N-02、NP-01 


Blank control 


行 所 


0.4mL、0.4 mL、0.4 mL 


1.2 mL 无 菌 水 


1.2 mL sterile water 


种 ， 五 个 播种 点 均匀 分 布 ， 种 子 离 土 


EE 复 ， 自然光 照 下 培养 。 逢 


子 催芽 过 程 中 及 每 周 每 个 处 理 每 


次 接种 浓度 为 2.0x102 个 .mL 的 菌 悬 液 2 mL， 同 时 对 


持 为 60%。15 d 后 测定 小 麦苗 子 的 株 高 、 根 长 、 鲜 寻 


析 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 菌 株 的 筛选 结果 
用 多 种 不 同 的 


定 促 生 能 力 后 ， 


培养 基 ， 从 
从 上 


巨 阔 草根 部 样品 中 经 分 离 、 纯 化 
筛选 出 促 生 效果 好 的 11 株 菌 株 进行 后 续 的 促 生 试验 。 


照 组 接种 等 量 的 无 苦水， 土壤 湿度 保 


产 氨 能 力 ，6 株 具 有 溶 磷 能 力 ，3 株 具 有 产 IAA 能 力 〈 见 表 2) 。 
表 2 巨著 草 11 株 促 生 菌 株 促 生 特性 测定 


Table 2 Evaluation plant growth promoting traits of endophytic bacteria from P sinese 


Strain number 


瑚 株 编号 


N-01 


N-02 


N-03 


NP-01 


NP-02 


P-03 


YB-09 


YB-08 


YB-07 


Hf 


促 生 特 怕 
Characteristics of 
promotion 
产 氮 、 产 IAA 
Ammonia production, 
indole acetic acid (IAA) 
solubilization 
产 氨 
Ammonia production 


产 氨 


Ammonia production 


溶 磷 、 产 氮 
Phosphate solubilization, 


ammonia production 


溶 磷 、 产 氮 
Phosphate solubilization, 


ammonia production 


溶 磷 
Phosphate solubilization 
溶 磷 、 产 IAA 
Phosphate solubilization, 
indole acetic acid 
(IAA)solubilization 
产 氨 
Ammonia production 
产 氮 、 溶 磷 、 产 IAA 
Ammonia production, 
phosphate solubilization, 


indole acetic acid (IAA) 


培养 基 种 类 


Sorts of medium 


阿 须 贝 培养 基 
Ashby medium 


阿 须 贝 培养 基 
Ashby medium 
阿 须 贝 培养 基 
Ashby medium 
解 磷 细 苗 
Phosphorus 


革 六 大 


dissolving bacteria 
medium 

解 磷 细 茵 

Phosphorus 


革 六 大 


dissolving bacteria 


medium 


解 磷 细 菌 培 养 


上 


解 磷 细 菌 培 养 旭 
Phosphorus 


dissolving bacteria 
medium 

阿 须 贝 培养 基 

Ashby medium 

解 磷 细 苗 

Phosphorus 


革 六 大 


dissolving bacteria 


medium 


获得 101 株 菌 


中 


有 8 株 


株 ， 分 别 测 


攻 、 叶 绿 素 含量 等 指标 ， 并 做 统计 学 分 


-A 


| 


solubilization 
产 氨 阿 须 贝 培养 基 
YB-10 

Ammonia production Ashby medium 

溶 磷 
N-06 PKO 
Phosphate solubilization 
2.2 促 生 能 力 的 测定 结果 


力 测 定 结果 , 其 中 菌株 YB-07 同时 有 具有 产 氨 能 力 、 产 IAA 和 溶 磷 3 竹 
磷 量 为 45.1 mgL'!; 具有 产 IAA 能 力 的 三 株 菌 
其 中 菌株 N-01 产量 最 大 ， 达 到 了 26.5 mg*L1。 其 中 菌株 YB-07 同时 具有 产 氨 能力 、 产 IAA 


和 溶 磷 3 种 促 生 能 力 ， 


| 


株 编 号 


Strain code 


到 


N-01 
N-02 
N-03 
NP-01 
NP-02 
P-03 
YB-09 
YB-08 
YB-07 
YB-10 
N-06 


通过 实验 分 别 测定 了 11 株 促 生 能 力 较 强 菌 株 的 促 生 指标 , 表 3 显示 了 各 菌株 的 促 生 能 


' 促 生 能 力 ; 菌株 NP-01 


IAA 产生 能 力 相差 不 大 ， 


此 ， 本 文选 取 该 菌株 作为 代表 菌株 后 续 研 究 。 
表 3 11 株 菌 株 促 生 能 力 测定 结果 
Table 3 Results of promotion characteristic fromll strains 
Po 溶 磷 量 产 IAA 量 
0 Soluble IAA production 
NH production 
phosphate(mg°*L!) (mg°L!) 
+ ND 26.5+2.9a 
+ ND ND 
+ ND ND 
十 45.1+3.3a ND 
+ 30.1+2.2bc ND 
ND 24.3+1.9c ND 
ND 33.1+1.8b 23.0+3.9b 
+ ND ND 
+ 20.1+4.4d 23.7+3.2b 
+ ND ND 
ND 24.5+2.8c ND 
表 示 没有 检测 到 该 项 指标 ;‘ 生 "表示 标准 偏差 。 


注 : 


+ 表示 具有 产 氮 能 力 ， ND 


不 同 的 字母 代表 不 同 的 显著 局 


差异 (Duncan-test， 


P<0.05)。 下 同 。 


Note: + means NH3 production capability; ND means no detected; + indicates standard deviation; Different letters 


represent different significant differences (Duncan-test, P<0.05). The same below. 


2.3 促 生 菌 株 间 亲 和 性 测试 结果 


菌 


两 两 划 线 交叉 处 均 有 菌株 生长 ， 表 明 这 些 菌 株 间 无 持 抗 作 ) 


2.4 菌 株 YB~07 的 鉴定 结果 


2.4.1 培养 特征 观察 


观察 菌株 YB-07 在 NA 培养 基 培 养 2 d 后 上 
稍 凸 起 而 富有 光泽 (图 1) 。 


明 ， 边 缘 整 齐 ， 表 


株 N-02 与 NP-01、N-01、N-02 与 NP-01 及 菌株 YB-07、YB-08、YB-09 与 YB-10 


3， 可 以 | 


] 作 混合 菌 剂 的 制备 。 


成 的 菌落 ， 形 状 近 


圆 形 ， 粘 稠 状 ， 半 透 
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1 菌株 YB~07 的 菌落 形态 
Fig. 1 Colony morphology of strain YB-07 


2.4.2 生理 生化 结果 


菌株 YB-07 的 测定 结果 见 表 4。 
表 4 菌株 YB-07 的 生理 生化 特征 
Table 4 Physiological and biochemical characteristics of strain YB-07 


特征 反应 结果 
Characterization Results 
革 兰 氏 染 色 Gram stain 
甲 基 红 测定 。 Methyl red assay 二 
V 一 了 测定 V-Ptest 十 
淀粉 水 解 Starch hydrolysis 十 
叫 唆 试验 Indole test + 
油脂 水 解 Grease hydrolysis 5 
明胶 水 解 Starch hydrolysis 十 


注 : + 表示 反应 为 阳性 ，- 表 示 反 应 为 阴性 。 


Note: + represents positive reaction; - represents a negative reaction. 


2.4.3 16S IRNA 序 列 测定 及 系统 发 育 分 析 结果 


经 NCBI 的 Blast 比 对 的 结果 显示 ， 菌 株 YB-07 与 根瘤 菌 属 (Rhizobium) 的 相似 度 为 
99.67%， 因 此 ， 归 属于 根瘤 菌 属 (Rhizobium)， 其 GenBank 登录 号 为 KY852244， 其 系统 进 
化 树 图 见 图 2。 


6 Rhizobium pusense (LMG 25623700) 


10_ Rhizobium massiliae (AF531767) 
Rhizobium pongamiae(GQ444136) 
- YB-07 (KY85S2244) 

~ Rhizobium radiobacter (AB247615) 

「 Rhizobium skierniewicense (HQ823551) 


97 


99 一 Rhizobium rubi (BBJUO01000046) 
-一 Rhizobium selenitireducens (JAEGO1000027) 


99 


— Rhizobium naphthalenivorans (AB663504) 
Pseudomonas geniculata( ABO21404) 


0.02 


Fig.2 Phylogenntic tree of 


2.5 盆栽 试验 的 结果 


图 2 菌株 YB-0716S rDNA 序列 系统 发 育 树 


YB-07based on 16S rDNA Sequence 


小 麦 在 培养 15 d 后 ， 对 进行 不 同 处 理 的 小 麦 的 各 种 形态 学 参数 进行 测量 ( 表 5) 。 由 
表 5 可 知 ， 除 个 别 外 (如 在 叶绿素 含量 上 处 理 N3 高 于 处 理 PY) ， 总 体 上 ， 对 小 麦 的 
重 和 鲜 重 上 ,多 菌 混合 接种 明显 优 于 单 菌 接种 ， 其 
中 ， 处 理 N+P 与 多 菌 混合 组 PY、NPY 和 N+P 与 单 菌 接种 组 各 处 理 之 间 差 异 显著 (P<0. 


效应 的 表现 结果 上 看 ， 在 株 高 、 根 长 、 干 


而 且 ， 单 菌 接 种 与 多 菌 混合 接种 各 处 理 组 均 高 于 对 照 组 ， 差 异 显著 (P<0.05)。 在 株 高 上 
菌 接种 与 对 照 组 相 比 较 分 别 增加 了 8.13%、13.54%、16.04%、22.61%、31.06% 和 31.69%， 
差异 显著 (P<0.05)。 多 菌 混合 接种 与 对 照 组 相 比 增 加 幅 
21.08% 和 24.49% ) ， 差 异 显 著 (P<0.05)。 


促 生 


05)。 
， 单 


度 为 21.08%~40.46% (分 别 为 40.76%、 
在 干 重 上 ， 单 菌 接 种 与 对 照 组 相 比 增加 幅度 为 


10.20%~41.33% (分 别 为 16.84%、10.20%、10.20%、41.33%、19.90% 和 11.22%) ， 差 异 显 
著 (P<0.05)。 多 菌 混 合 接种 与 对 照 组 相 比 增加 幅度 为 28.06%~52.55%( 分 别 为 28.06%、28. 


和 52.55% ) 差 异 显 著 (P<0.05)。 在 鲜 重 上 , 单 菌 接种 与 对 照 组 相 比 增加 幅度 为 18.18%~27. 


(分 别 为 22.73%、0、18.18%、20.45%、 


27.27% 和 18.18) ， 差 异 显 著 (P<0.05)。 多 菌 


接种 与 对 照 组 相 比 增加 幅度 为 20.45%~65.91% (分 别 为 65.91%、31.81% 和 20.45%) 


异 显著 (P<0.05) 。 在 叶绿素 含 


06% 
27% 


混合 


， 差 


这 一 参数 上 单 菌 接种 与 对 照 组 相 比 较 增加 幅度 为 
16.13%~35.19%〔 分 别 为 28.49%、16.13%、27.43%、34.84%、35.19% 和 26.16%) ， 差 异 显 


著 (P<0.05)。 多 菌 混 合 接种 与 对 照 组 相 比 增加 幅度 为 17.19%~34.14%( 分 别 为 34.14%、27.96% 


和 17.19% ) ， 差 异 显 著 (P<0.05)。 总 体 上 ， 


单 菌 接种 与 多 菌 混合 接种 均 对 小 麦 的 生长 有 一 


的 促 生 效果 ,多 菌 混合 接种 明显 优 于 单 菌 接种 对 小 麦 的 促 生效 应 。 但 从 某 些 促 生效 果 看 , 单 


而 处 理 PY 混合 接种 的 叶绿素 含量 才 增 加 


瑚 接种 的 效果 却 高 于 多 戎 混合 接种 ， 如 菌株 N3 接种 过 后 的 小 麦 叶 绿 素 含量 增加 了 38.0%， 


了 36.2%， 其 它 指标 也 同样 也 有 类 似 结果 ， 而 
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各 项 促 生 指 标 均 高 于 其 他 


理 后 的 小 麦 生长 的 影响 
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# 菌 接种 处 理 组 的 效果 ， 差 异 显著 (P<0.05)。 小 麦 促 生长 状况 见 图 


Table 9 Effects on wheat growth inoculated with different treatments wheat 


3。 
表 5 不 同 处 
处 理 编号 株 高 根 长 
Number Plant height Root length 
processing (cm) (cm) 
N1 34.57+0.6d 4.6+1.3e 
N2 39.8+4.2bc 4.5+0.7e 
N3 40.71+1.0b 6.6+1.1c 
P1 37.1+3.0c 5.5+1.2d 
P2 39.2+4.3bc 6.3+1.2c 
P3 36.3+4.1d 6.0+1.4c 
N+P 41.9+5.7b 10.1+2.3a 
PY 42.1+5.2b 7.4+1.5b 
NPY 45+3.1a 7.5+1.6b 
CK 31.97+1.5e 4.3+0.7e 


Plant fresh weight 


饼 


[Pal 
[ey 


(g) 
0.54+0.02c 
0.42+0.02d 
0.60+0.03b 
0.52+0.01c 
0.53+0.03c 
0.56+0.02c 
0.73+0.01a 
0.62+0.04b 
0.63+0.01b 
0.44+0.04d 


Ea 


Im 


Plant dry weight 
(g) 
0.229+0.01b 
0.218+0.04b 
0.251+0.02b 
0.216+0.08b 
0.216+0.02b 
0.235+0.05b 
0.299+0.05a 
0.274+0.04ab 
0.251+0.06b 
0.196+0.05c 


叶绿素 含量 
Chlorophy 
content(SPAD) 

36.4+3.9b 
32.9+6.2c 
38.0+5.3a 
36.1+3.0b 
33.2+1.2c 
35.7+5.8b 
38.3+2.2a 
36.2+2.6b 
38.2+2.1a 
28.3+7.1d 


主 : a. CK;b. 多 菌 


混 接 处 至 


E; ce. 单 菌 接种 处 理 。 


Note: a. CK; b. Treatment of multi-bacteria mixed; c. Treatment of single bacteria. 
图 3 小 麦 倪 栽 试验 结 


Fig.3 Results of pot experiment of wheat 


3 讨论 与 结论 


该 文 从 巨 苗 草 中 根部 样品 中 筛选 出 了 11 株 促 生 能 力 较 强 的 菌株 , 发 现 具有 溶 磷 能 力 的 
6 株 ， 产 IAA 的 3 株 。 通 过 盆栽 试验 表明 ，IAA 产生 量 、 溶 磷 能 力 对 小 麦 的 株 高 、 根 长 、 


鲜 重 、 干 重 和 叶绿素 含量 等 有 着 明显 的 促 生效 应 。 小 麦 的 生长 指标 株 高 、 根 长 、 鲜 重 、 干 


重 等 ) 与 促 生 菌 的 产 氨 能 


促 生 菌 株 来 提高 植物 和 
促进 植物 对 矿质 元 素 上 


、 游 阳 能 力 、 产 IAA 能 力 之 间 呈 正 相 关 关 系 。 这 表明 通过 接种 


的 吸收 ( 史 应 武 ，2005) 等 途径 促 ; 


的 生物 量 是 一 个 非常 有 效 的 途径 ， 对 实际 农业 生产 有 着 积极 的 作用 。 
菌 通过 解 磷 (Paul & Sundararao, 1997)、 分 泌 植物 激素 ( 罗 菲 等 ，2011)、 
植物 生长 。 关 于 促 生 菌株 在 实际 生产 


中 的 应 用 效果 , 已 有 许多 的 文献 报道 ， 如 邓 振 山 等 (2012) 的 关于 植物 根 际 促 生 菌 对 玉米 的 促 
生效 应 研究 , 结果 表明 在 株 高 、 根 长 和 和 干 重 方面 与 对 照 组 的 比较 分 别 增加 了 30.14%、81.10% 


和 33.33%; 


常 意 否 等 (2016) 通过 小 麦 根 际 促 生 菌 的 筛选 及 对 小 麦 幼苗 促 生 作用 研究 ， 结 


表明 在 分 别 用 HN1202、HP1218、HK1216 菌 液 对 小 麦 种 子 进行 浸种 处 理 ， 小 麦 幼 苗 根 长 分 
别 较 对 照 (无 菌 液 处 理 ) 显 著 增加 12.6%、20.4%、17.5%， 株 高 分 别 较 对 照 显著 增加 11.8%、 

13.2%、8.8%; 朱 培 和 等 (2007) 的 高 效 解 磷 细 菌 的 筛选 及 其 对 玉米 苗 期 生长 的 促进 作用 ， 结 
果 表 明 在 株 高 和 鲜 重 方面 与 对 照 组 比较 分 别 增加 了 33.7% 和 97.7% 。 本 试验 中 通过 盆栽 试验 
对 筛选 到 的 11 株 促 生 菌 株 进 行 促 生 能 力 测定 ， 结 果 显 示 多 菌 混合 接种 对 小 麦 的 促 生 效应 在 
株 高 、 干 重 、 鲜 重 和 叶绿素 含量 上 较 对 照 组 分 别 增加 了 24.49%、31.84%、28.06% 和 34.14%。 
从 总 体 上 来 看 多 菌 混合 接种 明显 优 于 单 菌 接种 对 小 麦 的 促 生效 应 , 混合 菌株 中 各 菌株 间 通 过 
协同 作用 充分 发 挥 其 促 生 效果 ， 此 结果 与 常 慧 萍 等 (2016) 和 朱 培 猴 (2007) 等 的 结果 一 致 。 但 
单 从 某 些 方面 来 看 , 也 存在 单 菌 接种 的 促 生效 果 要 高 于 多 菌 接种 , 发 生 这 种 现象 的 可 能 原因 
是 多 菌 混合 后 产生 了 某 种 物质 抑制 了 菌株 产生 的 促 生长 因子 发 生效 应 。 当然 , 影响 内 生 菌 促 
进 小 麦 生长 的 因素 是 比较 复杂 的 ， 既 有 深 磷 、 分 泌 IAA， 也 有 固氮 、 吸 收 营养 物质 、 分 泌 维 
生 素 、 赤 霉 素 、 细 胞 分 裂 素 等 因素 的 影响 ， 以 及 各 个 因素 间 的 相互 We 2016)。 

本 试验 筛选 得 到 的 菌株 具有 多 种 促 生 能 力 〈 包 括 固氮 、 产 IAA 和 溶 磷 等 ) ， 通 过 盆栽 试验 
进一步 证 实 菌株 N-01、N-02、YB-07 和 了 -03 对 小 麦 的 促 生 效果 显著 ,但 还 需 在 田间 对 各 菌 
株 的 定 殖 能 力 、 促 生 能 力 和 复合 菌株 中 的 优势 促 生 菌 进一步 验证 与 探究 。 此外, 单 菌 接种 的 
促 生 效果 低 于 多 菌 混合 接种 的 促 生效 果 ， 因 此 ， 这 些 菌 株 的 应 用 过 程 中 如 何 去 进 行 科 学 的 、 
合理 的 组 合 进 而 在 大 田 试验 中 发 挥 出 更 好 的 效果 ， 尚 需 进 一 步 研究 。 
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